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略語 
6-FAM: 6-carboxy-fluorescein 
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hMSC: human mesenchymal stem cell 
N.D.: not detected 
NHDF: normal human dermal fibroblasts 
NOD/SCID: non obese diabetes/ severe combined immunodeficiency 
NTC: no template control 
PCR: polymerase chain reaction 
qPCR: quantitative polymerase chain reaction 
S: strong interaction  
SINE: short interspersed element 
SPF: specific pathogen free 
TBS: tris buffered saline 
TE: tris-EDTA 
Tm: melting temperature 
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1.要約 
 
Alu 配列は霊長類に特異的に存在する短鎖散在反復配列（SINE）の一種で、ヒトゲ
ノム中に 100 万コピー以上存在する。それゆえ、Alu 配列はヒト細胞の検出に理想的
な標的である。しかしながら、これまでの Alu 配列を標的としたヒトゲノム DNA 検
出技術の感度及び特異性は、潜在的な理論的検出限界には達していなかった。本研究
では、プライマー同士またはプライマ ・ープローブ間の相互作用とマウスゲノム DNA
との相互作用を抑えるよう設定した独自の設計基準に基づいてプライマー・プローブ
を作製し、ヒトゲノム DNA とマウスゲノム DNA を区別可能な、Alu 配列を標的と
した高感度リアルタイム PCR 法（Alu-qPCR）を確立した。検出感度の検証実験を行
ったところ、100 ng のヒトとマウス混合ゲノム中で、既往の報告の 1,000 倍の感度
である 1 fg のヒトゲノム DNA の検出に成功した。これは、1 億個のマウス細胞中の
で 1 個のヒト細胞を検出することに相当する。マウス腎被膜下異種移植実験では、マ
ウス腎臓中の 10 個の移植ヒト細胞が検出可能だった。さらに、ヒト間葉系幹細胞を
NOD/SCID マウスに尾静注し、Alu-qPCR 法によりヒトゲノム DNA の経時的な生体
内分布を調べたところ、従来法では検出されなかった移植 1 週間後まで肺と腎臓で検
出された。以上により、本研究で開発したプライマー・プローブ、及びその独自の設
計法は、特に感度よく特異的にヒト細胞を検出する限界の向上に役立つことが期待で
き、例えばげっ歯類への異種移植を伴うヒトの癌や幹細胞の研究、微量ヒトゲノムの
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定量が必要な古人類学などの様々な分野に応用できると考えられる。 
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2.研究背景 
 
リアルタイム PCR 法（qPCR 法）は PCR のサイクルごとに合成蓄積される二本鎖
DNA 断片の量に応じて生じる蛍光シグナルを検出することによって、DNA の定量が
できる方法である 1)。その中でも加水分解プローブ法は増幅配列に結合する蛍光標識
されたプローブを用いる方法で、5’末端を蛍光物質、3’末端を消光物質で修飾したオ
リゴヌクレオチドを用いる。プローブは標的配列に結合した後に Taq ポリメラーゼ
の持つ 5’→3’エキソヌクレアーゼ作用により分解され蛍光物質が遊離することで発光
する 2)。あらかじめ濃度既知のサンプルの希釈系列を調製し、検量線を作成すること
で濃度未知のサンプルの定量ができる。 
qPCR 法によりヒトゲノム DNA を高感度で特異的に検出することは、癌の診断や
癌細胞・幹細胞を用いた異種移植研究、法医学など様々な分野で重要な役割を担う 3-
5)。癌や幹細胞の研究では、しばしば、ヒト細胞のげっ歯類動物への異種移植実験に
よって、ヒト細胞の機能が検証される。異種移植後、時間経過によりほとんどの移植
細胞は失われる傾向にあるが、ごく少数の集団が生き残り、癌化やサイトカインの放
出、組織修復など特異的な機能を示す 6,7)。このような実験では、移植細胞の生体内分
布、つまり、どのくらいの数の移植細胞がどの組織に分布しているかを知ることが有
用である。大量のげっ歯類細胞中からレアな集団であるヒト細胞を検出するためには、
高感度で特異的なシステムを確立することは必要不可欠である。 
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 Alu 配列は霊長類に特異的な短鎖散在反復配列（SINE）の一種で、長さは約 300
塩基対（bp）の配列である 8,9)。Alu 配列は 7SL RNA から由来し進化したもので、
7SL RNA に由来する 2 つのモノマーと、その間の A-rich 領域で構成される特異的な
構造は、げっ歯類とヒトの進化的分岐の後に形成された 10,11)。Alu 配列には、3 つの
大きなサブファミリーがあり、もっとも古くに形成された Alu J、中間の Alu S、と
もっとも新しい Alu Y である 9)。これらのメジャーなサブファミリーは配列の類似性
に基づいてさらに細分化される 12,13)。Alu 配列はヒトゲノム中に 100 万コピー以上
存在し、ヒトゲノム中の約 10%を占める 14)。このように、Alu 配列は種特異的であ
り、小さなサイズで多量に存在しているため、様々な動物細胞中に存在するヒト細胞
を検出するための理想的な標的である 4)。 
 これまでに様々な Alu モデル配列が提案され 8,13,15)、また Alu 配列を標的としたリ
アルタイム PCR（Alu-qPCR）法が報告されている 4)。例えば、マウスに異種移植し
たヒト間葉系幹細胞（hMSC）を検出するために使用された McBride らの方法では
16)、ヒト細胞の検出感度は 1 pg であった。 
Alu-qPCR における理論的な Alu 配列の検出限界は、以下のように推定することが
できる。PCR のための標準的なゲノム DNA 抽出法では、断片の長さが 2 万から 5 万
塩基対となる 17)。各 Alu 間の平均的な距離は 3,000 塩基であるため 12)、ほとんどの
DNA 断片には数個の Alu 配列が含まれると仮定できる。1 個のヒト体細胞（2 倍体）
中のゲノム DNA の長さを 60 億塩基対、重さを 6 pg であると仮定すると 18)、抽出さ
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れるゲノム DNA の断片数は 12 万 ~ 30 万個であり、1 断片あたりの重さは 0.02 fg
～0.05 fg である。qPCR の理論的な検出限界値は 3 コピーとされているため 19)、Alu
配列はヒトゲノム 3 断片分の 0.06 fg ~ 0.15 fg の感度で検出されるはずである。 
一方で、Alu-qPCR ではいくつかの気を付けるべき点がある。特に、げっ歯類ゲノ
ム DNA と混合した際のバックグラウンドである。まず、げっ歯類を含む真主齧上目
では、Alu 配列と相同性の高い 7SL DNA 由来の B1 配列などにより、非特異的反応
が生じる可能性がある 10, 11)。二つ目として、Alu 配列中の 2 つの 7SL RNA 由来モノ
マーの高い相同性により 9)、プライマーダイマーを形成する可能性がある。三つ目は、
Alu 配列が多量に存在するために 20)、プライマーが近傍の Alu-Alu 間の領域を増幅
してしまうことである 21)。それゆえ、Alu-qPCR は本質的に避けることのできない非
特異的反応による高いバックグラウンドを伴い、上記の全ての要素は感度と特異性に
重大な影響を与える。実際に、これまでのところヒトゲノムとげっ歯類ゲノムの混合
サンプルでの検出限界は pg レベルだと報告されている 4)。一方で、精製ヒトゲノム
DNA のみの Alu-qPCR では 10 fg と低い検出限界が報告されている 22)。理論的な検
出限界に近い高い感度と特異性を達成するためには、適切なプライマーおよびプロー
ブの設計法が必要である。従来、このような問題に適切に対処した報告はなかった。 
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3.研究目的 
 
本研究の目的は、できる限りプライマー間、プライマー・プローブ間、マウスゲノ
ムとの交叉反応を抑え、非特異反応を抑制する新しいプライマ ・ープローブを設計し、
ごく微量のヒト細胞を高感度かつ特異的に検出する系を開発することである。そのた
めに独自の設計基準でプライマー、プローブを設計し、バックグラウンドの値を小さ
くすることができれば、理論的な Alu 配列の検出限界値に近い検出感度を実現するこ
とが可能であると考える。 
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4.研究方法 
 
4.1 細胞培養 
正常ヒト皮膚線維芽細胞 NHDF（CC-2511; Lonza, バーゼル, スイス）および、ヒ
ト間葉系幹細胞（hMSCs）（PT-2501; Lonza）は 10% ウシ胎児血清（FBS）と 0.1 
mg/mL のカナマイシンを含む Dulbecco 改変培地（DMEM, low glucose; 10567-014, 
Thermo Fisher Scientific, ウォルサム, アメリカ）を用いて、37℃、5％-CO2の条件
下で培養・維持した。 
 
4.2 実験動物 
6 ヶ月齢以上の C57BL/6 マウス（C57BL/6JJmsSlc; 日本エスエルシー, 浜松, 日
本）と 6 週齢の雌の重症複合免疫不全（NOD/SCID）マウス（NOD.CB17-Prkdcscid/J; 
日本チャールス・リバー, 横浜, 日本）を、特定の病原体がいない（specific pathogen-
free；SPF）状態で、東北大学大学院医学研究科附属動物実験施設で飼育した。マウ
スは盲検化せず、無作為に処置群と対照群に割り当てて実験を行った。全ての処置群・
対照群のマウスで分析を行った。解析するマウスの数は、以前の経験および他のグル
ープで公表されたものを参考に選択した。全ての動物実験は、東北大学の動物実験ガ
イドラインに従って行った。全ての実験計画は、東北大学動物実験安全専門委員会に
よって承認された。2014 医動-088（承認期間 2014 年 4 月～2015 年 3 月）2015 医動
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-094（承認期間 2015 年 4 月～2016 年 3 月） 
 
4.3 オリゴヌクレオチド 
プライマー・プローブの合成はファスマック社（厚木, 日本）に受託した。我々の
Alu-qPCR のプライマーは以下のものを使用した。 
フォワードプライマー（101F）：5’-GGTGAAACCCCGTCTCTACT-3’ 
リバースプライマー（206R）：5’-GGTTCAAGCGATTCTCCTGC-3’ 
加水分解プローブは以下のものを用いた。 
加水分解プローブ（144RH）：5’-CGCCCGGCTAATTTTTGTAT-3’ 
プローブは 5’末端に 6-carboxy-fluorescein（6-FAM）で標識し、3’末端に Black Hole 
Quencher 1（BHQ1）を付加した。 
また、比較のために McBride らの論文 16)で公開されているプライマー・プローブも
使用した。そのプライマー・プローブを以下に示す。プライマーの配列は、 
フォワードプライマー（98F）：5’-CATGGTGAAACCCCGTCTCTA-3’ 
リバースプライマー（188R）：5’-GCCTCAGCCTCCCGAGTAG-3’ 
プローブ（133FT）：5’-ATTAGCCGGGCGTGGTGGCG-3’ 
プローブは 5’末端が 6-FAM で、3’末端が TAMRA で標識している。 
 
4.4 BLAST 検索 
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相同性検索はNCBIウェブサイト（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）23, 24)の
BLASTプログラムを用いて行った。それぞれの動物ゲノムのデータベースは、以下
を用いた。マウスはGenome（all assemblies top-level, Annotation Release 105）
またはGenome（GRCm38.p4 reference assembly top-level, Annotation Release 
106）。ラットはGenome（all assemblies, Annotation Release 105）。モルモットは
Genome（Cavpor3.0 reference Annotation Release 102）。ヒトはGenome
（GRCh38.p7 reference assembly top-level, Annotation Release 108）。また、本文
中に特に明記されていない限り、以下の検索パラメーターを採用した。これらの検
索パラメーターは、可能な限り相同性が高い配列のみを検索するために設定したも
のであり、特にプライマー・プローブ配列のように入力配列が短い場合は、完全一
致配列のみが出力配列として得られる。Program Selection, megablast; Short 
queries, off; Expect threshold, 10; Word size, 16; Match/Mismatch Scores, 1, −4; 
Gap Costs, 5, 2; Filters and Masking, all off. 
 以下に、簡単に各パラメーターを説明する。Database；検索対象となる動物ゲノ
ム配列であり、それぞれの動物種において最も標準的と考えられるものを使用し
た。Program Selection；最も高速で、また高度に類似した配列を検出できる
MegaBLASTを選択した。初期設定と同じである。Short queiries；初期設定では、
短い配列を入力配列とした場合に、自動的にBLAST独自の最適検索パラメーターに
より検索が開始されるが、この機能をoffとした。Expect threshold；出力配列に対
10 
 
する統計的閾値であり、16塩基以上の相同配列を検出するための最適な値を選ん
だ。初期設定と同じ値である。Word size；この数値以上の長さの入力配列の部分配
列と、検索配列との相同配列から検索が開始される。初期設定は28であるが、短い
配列に対応させるために16とした。Match/Mismatch Scores；入力配列と検索配列
の一致、不一致に対して加算される値であり、初期設定では1, -2であるが、相同性
の高い配列のみを得るために不一致のペナルティーを厳しくし、1, -4を選択した。
Gap Costs；入力配列と検索配列の間のギャップの存在、またギャップを超えた延長
に要するコスト値であり、相同性の高い配列のみを得るために最も厳しい5, 2を選択
した。Filters and Masking；初期設定では、検索対象として通常意味を成さない繰
り返し配列などを検索対象から外す設定であるが、この機能を全てoffとすることに
より、Alu配列が検索対象配列に含まれる。 
 
4.5 Primer3 によるプライマーおよびプローブ設計 
Aluモデル配列に対するプライマー・プローブの候補配列はPrimer3web version 
4. 0. 0（http://bioinfo.ut.ee/primer3/）25)を用いて設計した。初期設定と異なるもの
はTask, pick_primer_list; Mispriming Library（repeat library）, 
RODENT_AND_SIMPLEの項目で、Tm値はPrimer3webの初期パラメーターに従
い計算した。 
 
11 
 
4.6 プライマーとプローブの二次構造予測 
プライマーおよびプローブの単分子または二分子の二次構造はRNAstructure
（version 5.6） 26)を用いて予測した。ホモダイマーおよびヘテロダイマーの二次構
造は、「Fold DNA Bimolecular」機能と「Forbid Unimolecular Pairs」機能によ
り予測した。最も低い自由エネルギーを示す構造のみを用いた。 
 
4.7 ゲノムDNAの抽出 
ヒトおよびマウスのゲノムDNAの抽出は標準的な方法17)に従ったが、以下のよう
に改変して行った。ヒトゲノムDNAを抽出するために、10 cmディッシュ上の
NHDF細胞にトリプシンを加えて5分間インキュベートし細胞を剥がし、ウシ胎児血
清入りの培地で懸濁した後、400×gで5分間遠心して細胞を集めた。上清を吸引除去
した後、10 mlのTBS緩衝液（137 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 5 mM Tris-HCl, pH 
7.4）で細胞を再懸濁し、細胞数を計数した。細胞を100万個ずつ1.5 mlチューブに分
け、1,000×g、4℃、10分で遠心した。上清を吸引除去後、各チューブに50 μlのTE
緩衝液（10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH8.0）を加え、細胞を再懸濁した。さら
に各チューブに200 μl/mlのRNase A（ニッポン・ジーン, 千代田区, 日本）と1,000 
U/mlのRNaseT1（Thermo Fisher Scientific）を含むLysis緩衝液（10 mM Tris-
HCl, 100 mM EDTA, 0.5% SDS, pH 8.0）を450 μl加え、37℃で1時間処理した。そ
の後、5 μlの20 mg/mlのProteinase K 溶液を加え、最終濃度を100 μg/mlとし、さ
12 
 
らに50℃、一晩処理した。DNAの精製はフェノール/クロロホルム/イソアミル抽出
を2回行った。ゲノムDNAは0.2倍量の10 M酢酸アンモニウムと2.5倍量の100%エタ
ノールで沈殿させ、70%エタノールで洗浄した。洗浄したDNAを室温で10分間風乾
させたのち、TE緩衝液で溶解した。 
マウスのDNAは肺・肝臓・腎臓から抽出した。新鮮な臓器を液体窒素で凍結させ
細かく砕いたものを、RNase AとRNase T1を含んだ3 mlのLysis緩衝液に加え、
37℃で1時間処理した。さらにProteinase K 溶液を加えた後、50℃で一晩処理し
た。その後の手順はヒトゲノムDNA抽出時と同様の操作を行った。 
 
4.8 DNAの定量 
抽出したDNAはNanoDrop UV spectrophotometer（Thermo Fisher Scientific）
による吸光度測定およびQuant-iT PicoGreen dsDNA Kit（Thermo Fisher 
Scientific）による蛍光測定で定量した27)。標準のプロトコルに従ってピコグリーン
アッセイを行い、マイクロプレートリーダー（Infinite M1000; TECAN, メンネド
ルフ, スイス）で蛍光を測定した。Alu-qPCRに用いたゲノムDNAは、ピコグリーン
アッセイによる測定結果に基づいて調製した。 
 
4.9 qPCR 
新たなプライマー・プローブ（101F, 206R, 144RT20）を用いたAlu-qPCRは、プ
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ライマー濃度がフォワードプライマー・リバースプライマーともに0.2 μMで、プロ
ーブの濃度は0.25 μMとし、10 μlのTaqMan Universal Master Mix II, no UNG
（Thermo Fisher Scientific）と適切な量のゲノムDNAを加え、全量20 μlでApplied 
Biosystems 7500 real-time PCR instrument（ABI 7500; Thermo Fisher 
Scientific）を用いて行った。ヒトゲノムDNAのみの希釈系列の調製に、EASY 
Dilution Buffer（タカラ, 草津, 日本）を用いた。ヒトゲノムDNAとげっ歯類ゲノ
ムDNAの混合希釈系列の調製にはTE緩衝液を用い、全ゲノムDNA量を100 ngに調
製した。qPCR条件は、95℃で10分を1サイクルと、続いて95℃で15秒、56℃で30
秒、72℃で30秒を50サイクルとした。 
McBrideらのプライマーとプローブ（98F, 188R, 133FT）でのqPCRは論文で報
告された方法を用いた16,28)。プライマー濃度はフォワードプライマー、リバースプ
ライマーともに0.9 μM、プローブ濃度は0.25 μM、10 μlのTaqMan Universal 
Master Mix II, no UNGと適当量のゲノムDNAを加え、ABI 7500を用いてqPCRを
行った。qPCR条件は50℃で2分、95℃で10分を1サイクルと、続いて95℃で15秒、
60℃で1分を50サイクルとした。 
閾値サイクル（Ct値）はSDSソフトウェア（Thermo Fisher Scientific）を用いて初
期設定で算出した。 
 
4.10 腎被膜下への異種移植実験 
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NHDF細胞を10倍段階希釈し、1,000細胞、100細胞、10細胞をそれぞれ3サンプ
ルずつ用意した。6ヶ月齢以上の雌のC57BL/6マウスの背部を開き、腎臓を露出させ
た後に細胞液を腎被膜下へ50 μL注射し、皮膚を縫合した。12時間後にマウスを安楽
死させ、腎臓を摘出した。摘出した腎臓は液体窒素で急速凍結させ、-80℃で保存し
た。各腎臓全体を用いてゲノムDNAを抽出した。コントロール群である非移植群マ
ウス（N = 3）から抽出したゲノムとヒトゲノムDNAの10倍段階希釈系列の混合物
を用いて検量線を作成した。腎臓全体に含まれるNHDF細胞の数は、Alu-qPCR実験
における抽出DNA 100 ngあたりのヒトゲノムDNA量、および抽出されたDNAの総
量から算出した。 
 
4.11 ヒト間葉系幹細胞のマウスへの尾静注実験 
継代数5のヒト間葉系幹細胞を50万個含む100 μlの氷冷PBSを7週齢の雄の
NOD/SCIDマウス（N = 18）に尾静注した。陰性コントロールとして、移植をして
いないNOD/SCIDマウスの臓器を使用した（N = 3）。移植後1日（N = 6）、3日
（N = 6）、7日（N = 6）のマウスから肺・肝臓・腎臓それぞれ全体を摘出した。摘
出した臓器は液体窒素で急速凍結させ、-80℃で保存した。各臓器から抽出したDNA
を用いて、N = 3でqPCRを行った。各臓器中のヒト細胞数は、腎被膜下への異種移
植実験の項で記述した方法で算出した。 
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5.研究結果 
 
5.1 Aluモデル配列の決定 
本研究のAlu-qPCRのプライマー・プローブの設計手順を図1に示す。まず、適切
なAluモデル配列の決定を行った。以前に報告されたAluコンセンサス配列は、限ら
れた数のAluクローンまたはAluサブファミリー配列から推測されたため、全Aluに
対する最大のコンセンサス配列ではなかった8,13,15)。Alu全体を代表するAluモデル配
列を構築するために、最近開発された反復配列データベースDfam（バージョン
1.3）を参照した12)。Dfamデータベースに登録されている46個のAluサブファミリー
のモデルコンセンサス配列をClustal W 2.1プログラム29)を用いて整列させ、さらに
手動で各ヌクレオチドの位置を決定した（図2）。各Aluサブファミリーの構成数を
重率として考慮に入れた配列をWebLogo 3. 5. 0プログラムを用いて可視化した（図
3a）30)。このWebLogoプログラムによる図示は、各位置におけるヌクレオチドの出
現頻度を明らかにするために有用であった。例えば、Aluモデル配列中の57位を含む
プライマーおよびプローブは、各ヌクレオチドが低頻度なため、多数のAlu配列を標
的とするのに適切ではない可能性がある（図3a）。次に位置特異的マトリックス（表
1）に従って、ヒトAlu配列に最大のコンセンサスを示す一つのAluモデル配列を決
定した（図3b）。このAluモデル配列を鋳型として、Alu特異的プライマーおよびプ
ローブを設計した。このAluモデル配列をDfamサーチツールを用いて検証したとこ
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ろ、Aluサブファミリーの中でAluSzの配列に最も近く、2塩基の違いであり、次に
近いAluSxとは3塩基の違いであった31)。これまでにDeiningerら8)、Kariyaら15)、
Priceら13)が報告したAluモデル配列は、我々が設計したAluモデル配列とそれぞれ14
塩基、9塩基、3塩基の違いがあった。（図4） 
 
5.2 プライマーおよびプローブの位置 
Aluモデル配列とげっ歯類のゲノムに存在する反復配列との相同性をCensor プロ
グラムを用いて評価した（http://www.girinst.org/censor/index.php）32)。その結
果、Aluに特異的なAリッチ配列を含む117位から135位の間を除くほとんど全ての領
域は、7SL RNAに由来するげっ歯類PB1 SINE配列と高い相同性が見られた33)（図
5）。これはAluモデル配列の中からプライマーおよびプローブの標的配列を注意深く
選ぶ必要があることを示唆している。 
Aluモデル配列とげっ歯類ゲノムとの相同性をより詳しく調べるために、
MegaBLASTを用いて、Aluモデル配列（1-282位）をげっ歯類ゲノムに対して相同
性検索を行った。MegaBLASTでは、マウス、ラット、モルモットのゲノムに対し
てそれぞれ23,099箇所、4,703箇所、68,726箇所が該当した。Aluプライマーおよび
プローブを設計する場所を選ぶために、Aluモデル配列の各位置から開始する19塩基
配列を含むヒット数を評価した。しかしながら、Aluモデル配列中の全ての位置から
の19塩基配列は、げっ歯類ゲノム中の複数の配列と一致した（図6）。これはプライ
17 
 
マーおよびプローブ配列を、かなり相同性が高いげっ歯類ゲノム中から探さなけれ
ばならないことを示している。その過程を単純化するために、100%の一致のみを考
慮し、連続一致を妨げる塩基の挿入、欠失またはミスマッチは除外することにし
た。その結果、マウス、ラット、モルモットのゲノムに対してそれぞれ6,055箇所、
2,951箇所、13,298箇所が連続した19塩基以上の配列と100%の相同性を示した（図
7）。さらにこの結果から、Alu配列中の少なくとも144ヶ所から開始する20塩基の
Aluサブ配列は、げっ歯類ゲノム中の複数の19塩基配列と100％一致することが導き
出される（表2）。 
Aluモデル配列に対する特異的なプライマーおよびプローブを設計するためには、
げっ歯類ゲノムと極めて相同性が高い配列を避ける必要がある。そのために、以下
の2つの制約をプライマーとプローブの共通設計基準として導入した（表3）。 
設計基準 1）プライマーおよびプローブは特定のげっ歯類（マウス、ラット、モ
ルモットなど）ゲノム配列に対して、19塩基の部分配列を2つ以上持たない。 
設計基準 2）プライマーおよびプローブの長さを20塩基以上とする。 
これら2つの設計基準により、プライマーまたはプローブは、げっ歯類ゲノム中の
任意の配列に完全一致する20塩基の部分配列を含まない。 
 
5.3 単一のプライマーの選別 
プライマーとげっ歯類のゲノムとの18塩基の連続的一致が避けられないとすれ
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ば、プライマーとプローブの特異性は、残りのミスマッチ塩基によって制御される
必要がある。18塩基の連続一致する配列が20塩基のプライマー配列に内在する場
合、5’末端か3’末端に2つのミスマッチが存在するか、両末端に1塩基のミスマッチが
存在することになる。ミスマッチを識別するために、我々は、末端のミスマッチがS
（GかC）の方がW（AかT）よりも融解温度（Tm値）を低下させる効果が高く34)、
また3’末端のミスマッチはPCRで極めて増幅しにくいことを考慮した35)。両端のヌ
クレオチドをSに限定し、3’末端にげっ歯類ゲノムとのミスマッチを置くことは、そ
のようなミスマッチを識別する効果を最大にするが、これらの制約は厳しすぎて、
十分な数の候補プライマーを得られなかった。そこで、プライマーの候補配列は以
下の設計基準 3）を適用することで絞り込んだ。（表3） 
設計基準 3）5’末端または3’末端の最初の塩基は、少なくともどちらかがSであ
り、もし最初の塩基がSでない場合、2番目の塩基をSとする。 
 設計基準 3）に基づき、少なくとも1個のSが3’末端から2塩基以内に配置される。
3’末端の局所安定性は感度にとって重要であるが、3’末端の局所不安定性は特異性に
とって重要であることが報告されている36)。したがって、3’末端の過剰な安定性を避
けるために、以下の設計基準 4）を導入した（表3）。 
設計基準 4）3’末端においてSが3つ連続しない。 
 Primer3web プログラム version 4.0.025)を使用してAluモデル配列からフォワー
ドプライマーを106個、リバースプライマーを102個の一覧表を得た。フォワードプ
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ライマーのうち52個、64個、68個、93個がそれぞれ設計基準 1）～4）を満たし、
13個が全ての設計基準を満たした。リバースプライマーのうち51個、59個、69個、
79個がそれぞれ設計基準 1）～4）を満たし、14個が全ての設計基準を満たした。
位置的に対を組めないプライマーを除外し、11個のフォワードプライマーと8個のリ
バースプライマーを選別した。 
 
5.4 プライマーペアの選別 
PCR反応における高濃度のプライマーおよびプローブの存在下では、局所的な低
自由エネルギー部位でプライマーとプローブ間の非特異的相互作用が生じる可能性
がある。この点に関して、プライマーとプローブとの間の予測不可能な相互作用の
足場として、連続的な二重鎖部分「ステム」が必要であると仮定した。フォワード
プライマーとリバースプライマーのペアを選別するために、以下の設計基準を設定
した（表3）。プライマーのホモまたはヘテロの二量体の任意の二分子構造で 
設計基準 5）3’末端で3塩基以上の連続相補配列を含まない。 
設計基準 6）5塩基以上のステムを含まない。 
設計基準 7）Sのみからなる4塩基以上のステムを含まない。 
設計基準5）～7）はRNAstructure 5.6 プログラム26)を用いて試験した。ホモ二量
体が設計基準 5）～7）を満たさない3個のフォワードプライマーおよび3個のリバ
ースプライマーを除外したのち、残りの8個のフォワードプライマーと5個のリバー
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スプライマーのヘテロ二量体を検証した（表4）。その結果、1個のフォワードプラ
イマー（101F；5’末端がAluモデル配列の101位）と1個のリバースプライマー
（206R；5’末端がAluモデル配列の206位）の組み合わせのみが上記の全ての基準
を満たした（図3bおよび8a）。101Fおよび206Rの予想されるTm値はそれぞれ
58.7℃と59.3℃であった。 
 
5.5 プライマーの特異性の確認 
Aluモデル配列のMegaBLAST検索では100％一致する全ての配列を検索できないた
め、候補プライマーは特異性を確認する必要があった（図1）。そこで、フォワード
（101F）およびリバースプライマー（206R）の特異性を、げっ歯類ゲノムに対する 
MegaBLAST検索によって調べた（表5）。MegaBLAST検索のパラメーターは、ミ
スマッチのない100%相同な配列を全て検索するよう調整した。検索の結果、我々が
設計したプライマーと完全に一致する20塩基のげっ歯類ゲノム配列は存在しなかっ
た（表1）。表1に示すラットMegaBLAST検索において、101Fの1つの19塩基の一
致は、以下の理由により、ラットゲノムデータベースにおけるヒトゲノム配列混入
であると考えられる。 
1）一致した配列はゲノム中の位置が不明な、孤立した760塩基の領域に存在して
いること（Refseq ID NW_007906637の位置807-1566）。 
2）NW_007906637中の760塩基の領域で、Dfam（E値= 2.9e-101）および
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CENSOR（類似性= 0.9359）の両方によって、位置1218-1496の配列がヒトAlu Y配
列であることが示唆された。 
3）BLAST検索において、全760塩基の領域はヒト第12染色体配列と98％の同一
性を示した。206Rはマウス、モルモットにおいて18塩基の一致が見られた。ミスマ
ッチは5’末端から最初の2塩基のGGの位置に存在し、そのミスマッチによりTm値は
55.0℃に低下すると計算されるが、これはアニーリング温度の56.0℃よりも低かっ
た。これらのことから、プライマー対101Fと206Rはヒトゲノムに特異的であり、げ
っ歯類ゲノムとはほとんど交叉しないと考えられる。 
 
5.6 プローブデザイン 
ヒトゲノム中のAlu配列のコピー数が非常に多いため、1つの単一プライマーでも
PCR反応においてAlu-Alu間の配列を増幅してしまい、予測できない複雑なパターン
を有する増幅産物を生成する可能性がある21)。このような非特異的シグナルの影響
を最小限に抑えるために、我々は加水分解プローブの使用を用いた。 
 設計基準 1）および 2）に加えて、プライマー対の設計基準である5）～7）に対
応するプローブの設計基準を以下のように導入した（表3）。フォワードプライマー
101Fとプローブ間もしくはリバースプライマー206Rとプローブ間で形成される二次
構造で、 
設計基準 8）3’末端に3塩基以上のステムを含まない。 
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設計基準 9）5塩基以上のステムを含まない。 
設計基準 10）Sのみからなる4塩基以上のステムは含まない。 
消光物質が3’末端のリン酸基を介して結合しているプローブはいずれもTaqポリメ
ラーゼの基質とならないため、設計基準 8）～10）においてプローブとプローブ間
の構造は設計基準に含めなかった。G残基は蛍光シグナルを消光すると報告されてい
るので37)、プローブ特異的設計基準 11）を導入した（表3）。 
設計基準 11）5’末端の最初の塩基はGでない。 
 Aluモデル配列の101Fと206Rの間の配列（121-186位）をPrimer3webに入力し、
47個の候補プローブ配列を得た。しかし、いずれの候補も上記の設計基準を満たし
ていなかった。そこで、Aluモデル配列に相補的な配列をPrimer3webに入力し、さ
らに47個の配列を検索した。これらの候補プローブのうち、位置144もしくは145か
ら開始し、長さが20～25塩基であった11個が設計基準に合致した。その中で二分子
構造解析の任意の組み合わせにおいて最も低い自由エネルギーを示す20塩基のプロ
ーブを選択した（144RH：5’末端がAluモデル配列の144位である加水分解プロー
ブ、図3bおよび図8b）。MegaBLAST検索により、144RHがげっ歯類ゲノム中の18
塩基より長い連続配列を含まないことを確認した（表5）。144RHの予測されたTm
値は57.8℃であり、マウスおよびモルモットのゲノムにおける2塩基ミスマッチによ
るTm値の低下は-7.0℃と計算された。これらのことから、144RHとげっ歯類ゲノム
とはほとんど交叉しないと考えられる。 
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5.7 ヒトゲノムDNAとの潜在的な反応性 
配列解析により本研究のプライマー対（101F、206R）とプローブ（144RH）の
セットは、Dfamデータベース12)に登録された996,723個の非冗長Alu配列のうち、
395,030個（40％）を構成する9つのAluSサブファミリー（AluSx1、AluSx、
AluSz、AluSq2、AluSg、AluSq、AluSx4、AluSg4、AluSq10）のモデル配列と完
全に一致することが明らかになった。しかし、個々のAlu配列はAluサブファミリー
のモデル配列と少しずつ異なるため、ここで得られたAlu配列の数は、検出可能な標
的数として多く見積もりすぎている可能性がある。101Fおよび206Rと144RHをヒ
トMegaBLAST検索（短い入力配列に最適化された、初期設定の検索パラメータ
ー）を用いて解析したところ、それぞれ596,722個、576,583個、516,661個の配列
が検索された。これらの配列のうち、最大で0塩基から2塩基までのミスマッチを持
つ配列の数を表2に示した。表2に示す完全に一致した配列の数は、実際に検出可能
な標的数に関して過小評価している可能性がある。 
なぜなら、101Fと206Rの5’末端における1塩基ミスマッチ-144RHの3’末端におけ
る2塩基ミスマッチ配列の予測Tm値（それぞれ56.1℃、59.0℃および57.3℃）が、ア
ニーリング温度（56.0℃）を依然として上回っているからである。 
 
5.8 パフォーマンスチェック 
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プライマーおよびプローブの感度を、0.01 fg ~ 10 ngのヒトゲノムDNAの10倍希
釈系列を用いて検証した。比較のために、最初McBrideら16)によって開発された、
既に確立され、実績のあるプライマーおよびプローブセット28,38)も同時に検証し
た。このプライマーおよびプローブは我々のAluモデル配列にマッピングすることが
可能だったので、Aluモデル配列中の5’末端の位置に従ってプライマーおよびプロー
ブの名称を変更した（フォワードプライマー：98F、リバースプライマー：188R、
プローブ133FT、図3b）。図3bに示すように、McBrideらのプライマーおよびプロ
ーブは本研究で設計したものと部分的に重複し、近くに位置することが判明した。
予測Tm値は98Fが59.5℃、188Rが61.5℃、133FTが68.9℃であった。98Fは本研究
で設定した設計基準 2）、4）、6）～7）を満たしており、188Rは設計基準3）、
4）、6）～7）を満たし、133FTは設計基準 2）、9）、11）を満たしていた。した
がって、McBrideらのプライマーおよびプローブセットは本研究での設計基準 1）
を満たしておらず、げっ歯類ゲノムの複数の19塩基配列と完全に一致していた（表
5）。 
 陰性コントロール、および検量線の直線範囲外の少量のヒトゲノムDNAサンプル
から計算されたCt値が、常に検出限界の閾値より高くなるよう、陰性コントロール
で得られたCt値から2サイクル引いた値を検出限界の閾値として設定した（図9）。
我々が設計したプライマーおよびプローブを使用したAlu-qPCRではヒト細胞の約
1/60,000に相当するわずか0.1 fgのヒトゲノムDNAを検出した（図9a）。陰性コン
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トロールからの検出シグナルは、プライマー・プローブ間の非特異的な交叉反応に
起因すると考えられる。検量線の直線範囲は7桁以上あり、相関係数（R2）は0.999
であった（図9a）。McBrideらのプライマーおよびプローブを用いたAlu-qPCRで
は、検出限界の閾値が我々のものより8.33サイクル低かったが、1 fgのヒトゲノム
DNAを検出した（図9b）。検量線の直線範囲は6桁で、相関係数（R2）は0.998であ
った。 
 次に、Alu-qPCRの感度および特異性を、ヒトおよびげっ歯類のゲノム混合サンプ
ルを用いて評価した。様々な量のヒトゲノムDNAをマウスゲノムDNAと混合し、計
100 ngの混合ゲノム量を調製した。PCRの反応液量は20 μlとした。我々のプライマ
ーおよびプローブを用いたAlu-qPCRでは、ヒトゲノムDNAの検出限界は1 fgであ
り、これは1億個のマウス細胞中の1個のヒト細胞を検出することに相当する（図
10a）。39.19サイクルという検出限界の閾値は、低レベルの非特異的シグナルを示
している。標準曲線の直線範囲は7桁で、相関係数（R2）は0.996であった。同様の
結果は、ラットゲノムDNAを用いた実験でも得られた（図11）。一方、McBrideら
のプライマーおよびプローブを用いたAlu-qPCRでは、検出限界の閾値は27.11サイ
クルであり、1 pgまでのヒトゲノムDNAを検出した（図10b）。標準曲線の直線範
囲は4桁で、相関係数（R2）は0.996であった。 
 
5.9 マウスの腎臓へ移植したヒト細胞の検出 
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 さらに我々は、本研究で開発したAlu-qPCRの有効性を、ヒト細胞のマウス腎被膜
下への異種移植実験によって詳細に検討した。10個、100個、1,000個の正常ヒト皮
膚線維芽細胞（NHDF細胞）をマウスの腎被膜下に移植し、12時間後にマウス腎臓
中の全ゲノムを抽出し、そのうち100 ngを用いてAlu-qPCRを行った。ヒト細胞の数
は、qPCRの検量線、サンプルの希釈係数および抽出された全ゲノムDNA量から算
出した。Aluシグナルは、10個のヒト細胞を移植したサンプルから再現良く検出され
た（図12a）。検出された細胞数が、実際に移植した細胞数よりも若干少ないのは、
おそらくゲノムDNAの抽出過程で失われたためであると考えられる。 
 
5.10 NOD/SCIDマウスへの静脈注射後のヒト間葉系幹細胞の体内分布 
 次に、我々は、我々のAlu-qPCRシステムを用いて、ヒト間葉系幹細胞の生体内分
布を調べた（図12b）。NOD/SCIDマウスに50万個のヒト間葉系幹細胞を尾静注
し、1日後、3日後、1週間後に肝臓、肺および腎臓からDNAを抽出した。注射後1日
目（24時間）に、全ての臓器からヒトゲノムDNAが確実に検出され、我々のAlu-
qPCRシステムの高い感度が確認された（図12b）。肺においては、おそらく投与ヒ
ト細胞の肺脈管での塞栓28)による、比較的多量のヒトゲノムDNA（69,094.096 pg, 
または中央値である11,516個の細胞）が1日目に検出され、1週間後では446.840 pg
（74個のヒト細胞に相当）まで減少した。腎臓において、1日目に1,147.022 pgのヒ
トゲノムDNA（191個のヒト細胞に相当）が検出され、1週間後でも十分検出可能な
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レベルであった（25.780 pg、4個のヒト細胞に相当）。肝臓では、1日目に639.870 
pgのヒトゲノムDNA（119個のヒト細胞に相当）が検出されたが、その後は細胞が
減少し、3日目および1週間後には検出されなかった。 
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6.考察 
 
本研究では、げっ歯類のゲノムDNAと混合した場合にヒトゲノムDNAを検出する
ための高感度かつ特異的なAlu-qPCRシステムを開発した。開発の際には、特にプラ
イマー、プローブ、げっ歯類のゲノム間の非特異的結合を避けることに重点を置い
た。これらの原因から生じるバックグラウンドシグナルは、プライマー、プローブ
の11の設計基準を設定することで最小限とすることができた。本研究では特にげっ
歯類ゲノムとの19塩基完全一致を避けることに焦点をあて、これが設計基準 1）の
基礎を形成した。設計基準 1）は単純ではあるが、これまでに報告されたAluプライ
マーおよびプローブセットはこの基準を満たしていなかった。 
加水分解プローブの設計では、プローブがプライマーよりも早くその標的に結合
できるように、プローブのTm値がプライマーのTm値よりも5℃～10℃高くすること
が推奨されている39)。しかし、この一般的なガイドラインは以下に述べるように、
Alu-qPCRには適切ではない可能性がある。McBrideらのプローブ133FTは上記のガ
イドラインに従って、98Fおよび188RよりもTm値がそれぞれ9.5℃および7.4℃高く
なっている。133FTの高いTm値は、いくつかのミスマッチの存在下でさえ、アニー
リング/伸長温度（60℃）で標的に結合する。例えば、133FTの3’末端からの15塩基
配列から予測されたTm値（64.5℃）は依然としてプライマーのTm値およびアニー
リング/伸長温度よりも高かった。Taqポリメラーゼは、加水分解プローブが標的と
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安定した二重鎖を形成すればそのプローブを分解することができるので40)、マウス
ゲノム（表5）と20塩基の完全一致の64個の部位に加えて、完全に一致する何千もの
15塩基配列もまた133FTの標的となりうる可能性がある。これは、非特異的増幅を回
避することが難しいAlu-qPCRにおいて、バックグラウンドの蛍光シグナルを有意に
増加させる可能性がある。実際、133FTを用いたAlu-qPCRはヒトゲノムDNAのみ
では1 fgまで検出可能であったが（図9b）、ヒトゲノムDNAをげっ歯類ゲノムDNA
に混合させると感度は1 pgまで低下した（図10b）。対照的に、我々のプローブ
144RHのTm値（57.8℃）は、プライマーのTm値（58.7℃および59.3℃）よりわず
かに低かった。結合が数秒以内に完了することを考えると41)、144RHのわずかに低
いTm値は結果に重大な影響を及ぼさないと考えられる。5’末端における1塩基ミスマ
ッチおよび3’末端からの連続した3塩基ミスマッチの存在下で、144RHの予測Tm値
（それぞれ54.6℃および55.1℃）はアニーリング温度（56℃）より低い。従って、
潜在的な標的部位は、マウスゲノムにおける1個の18塩基配列だけであった（表
5）。まとめると、これらの知見は本研究のAlu-qPCRのバックグラウンドシグナル
閾値が低い理由の一つが、144RHプローブの高い特異性であることを示唆している
（図9aおよび図10a）。 
我々のAlu-qPCRシステムの感度を変動させ得るいくつかの要因が存在する。まず
一つ目として、検出限界の閾値を決定するために用いられる陰性コントロールの蛍
光バックグラウンドシグナルは、プライマー、プローブおよびげっ歯類ゲノムDNA
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との間の予測不能な非特異的反応に由来する。事実、陰性コントロールのCt値は、
実験を通じて40～45サイクルの間でやや変動し、げっ歯類ゲノム混合時のヒトゲノ
ム検出限界は、4回の実験に1回の割合で1 fgから10 fgで変動した。これらの場合、1 
fgのCt値はネガティブコントロールのCt値よりも少なくとも1サイクル低かった。二
つ目として、我々のAlu-qPCRシステムによって検出可能なAlu配列の量は、大幅に
希釈した後に、確率的な影響を受けやすい可能性がある。感度は、プライマーおよ
びプローブの中で最も標的Alu数が少ない144RHの標的Alu配列数により決定される
（表6）。144RHの標的数を、大まかに全Alu配列の1～10％であると見積もった場
合（表6）、1つの標的可能なAlu配列がヒトゲノムDNAの0.03 fg～0.3 fgに存在する
ことになるが、この値は我々のAlu-qPCRの検出限界値に近いため、検出限界は確率
論的に変動する可能性がある。三つ目として、一般的に検出限界のCt値は、Taq 
polymeraseの性能にも依存すると考えられ、Ct値であるPCRのサイクル数には限界が
あると考えられるので、検出感度の限界点も存在することが推測される。しかし、
本研究の検出限界値は、陰性コントロールによるバックグラウンドシグナルのCt値
に依存し、サイクル数増加によるTaqの失活に依存しない。また検量線のR2値も
0.996以上と非常に高いことから、本研究の検出限界は安定的に増幅できるPCRのサ
イクル数であると考える。 
 in vivoの異種移植実験により、我々のAlu-qPCRシステムが尾静脈を介したヒト細
胞の静脈注射後、1週間までマウスの肺および腎臓におけるヒトゲノムDNAを検出
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したことが明らかになり（図12b）、このシステムがげっ歯類動物に異種移植された
ヒト癌や幹細胞の生体内分布を知るための研究に有用であることが示された。
Thierryらは、ヒト癌細胞を異種移植したマウスの末梢血中からヒト細胞由来DNAが
検出可能であり、その濃度は腫瘍のサイズに依存することを示した42)。Thierryらの
報告では、100～500 mgの腫瘍サイズが限界であったが、本研究のAlu-qPCRは彼らの
方法より数桁以上感度が高いため、げっ歯類動物体内でのヒト癌細胞を検出するこ
とが可能であると考えられる。 
 我々のシステムの応用として、臨床医学の分野においてヒト末梢血中に存在する
微量な循環cell free DNA（cfDNA）の定量による癌の診断に有望だと考えられる。末
梢血中cfDNA量は、健常者と比較して癌患者では高濃度で存在する傾向にあること
が報告されているが、その閾値を設定することができていないことから、この診断
法は現在においても確立されていない。その理由の一つは、既存の測定技術では検
出限界値周辺でcfDNAを測定していたことから、正確な値を算出できていない可能
性がある。我々のシステムでは、健常者の微量cfDNAの濃度（数ng/mL）は検出限界
の数桁上で検量線の直線範囲にあるため、極めて正確な定量が可能である。もう一
つの理由として、つい最近、cfDNAは肝細胞癌患者で健常者に比べてサイズ分布が
異なり、160 bp以下の小さなcfDNAが高頻度で存在すると報告されたが43)、既存の方
法はサイズの小さなcfDNA測定に対応していなかった。本研究のAlu-qPCRを応用す
ることによって、超高感度を維持したまま様々なサイズの小さなヒトゲノムDNAを
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定量することが可能であり、cfDNAのサイズ分布の違いを比較することで、新しい
癌の診断法として利用できる可能性がある。 
さらに他の応用として、Alu-qPCRシステムは、高感度かつ特異的な検出を必要と
する研究に適用できる可能性がある。例えば、古人類学の分野において古人骨など
の陳旧試料中のヒトゲノムの定量に応用できると考えられる。古人骨由来のヒトゲ
ノムは極めて微量かつ高度に断片化されており、さらに他生物のDNAも含む。本研
究で開発したAlu-qPCRはこのような劣悪な状態のサンプルからヒトゲノムDNAの特
異的な検出が可能である（未発表データ）。 
これらのことから、本研究で開発したAlu-qPCR、またはそのために設定したプラ
イマー、プローブ設計基準は、ヒトゲノムの高感度で特異的な検出を必要とする
様々な研究分野に貢献できると考えられる。 
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7.結論 
 
本研究で設計したプライマーおよびプローブを用いることにより、ヒトゲノム
DNA単独の条件では0.1 fgまで検出可能だった。また、100 ngのマウスゲノムDNA中
に混在するヒトゲノムDNAを1 fgまで検出可能だった。さらに、マウスへのヒト細胞
の異種移植実験の結果、従来の報告を超える検出感度を達成した。 
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9.図 
 
 
図1. Alu特異的プライマーおよびプローブの設計の流れ 
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図2. Dfam1.3における46 Aluモデル由来コンセンサス配列のClustalWプログラムと
のアライメント 
 アライメントの順序は、Dfamデータベース内の非重複ヒットの数が多い順に並ん
でいる。 アライメント番号、Dfamアクセッション、Aluサブファミリー名、および
非重複ヒット数を左側に示す。 
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図3. Aluモデル配列 
（a） WebLogoプログラムにより可視化したAluサブファミリーコンセンサス配列 
（b） 本研究で使用したAluモデル配列とプライマーおよびプローブ 
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図4. 本研究のAluモデル配列とAluSx、AluSz、PriceらのAluモデル配列、Kariya
ら、Deiningerらのモデル配列  
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図5. Censorプログラムを用いたヒトAluモデル配列（上）とマウスPB1配列（下）
の局所アライメント 
 マウスPB1配列を、位置1〜115および136〜291のモデルAlu配列と整列させた。位
置117〜135からの非整列配列は、Alu特異的Aリッチ配列を含んでいた。 
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図6. Aluモデル配列中のげっ歯類のゲノムと一致する19塩基配列の数 
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図7. Aluモデル配列中のげっ歯類ゲノムと100％一致する19塩基配列の数 
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図8. Aluモデル配列を標的とするプライマー・プローブの二分子二次構造の予測 
（a）フォワードプライマー（101F）とリバースプライマー（206R）との間の二分
子二次構造 
（b）プライマーとプローブ（144RH）の二分子二次構造 
二次構造は、RNAstructure 5.6プログラムを用いて予測した。どちらも最も低い自
由エネルギー変化を示す構造が示されている。 
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図9. （a）本研究で考案されたプライマーとプローブセット（101F、206R、
144RH）または（b）McBrideらのもの（98F、188R、133FH）を用いた、qPCR
によるヒトゲノムDNAの検出のための標準曲線 
 1回の操作で2つのサンプルについてqPCRを実施し、平均Ct値をプロットした。 
ノンテンプレートコントロール（NTC）にはEasy Dilution Bufferを使用した。 検
出の閾値サイクルは、NTCのCt値の2サイクル下に赤い点線で示され、対応するサ
イクル数は赤で示されている。 線形近似の方程式は青色で描かれ、R2値が示されて
いる。 
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図10. （a）本研究で考案されたプライマーとプローブセット（101F、206R、
144RH）と（b）McBrideらのもの（98F、188R、133FH）を用いた、合計100ng
の混合ヒトおよびマウスゲノムDNAの中からヒトゲノムDNAを検出するための標準
曲線 
1回の操作で2つのサンプルについてqPCRを行い、Ct値の平均をプロットした。 検
出されなかった試料については、Ct値は50サイクルであると仮定した。 陰性コント
ロールサンプルは、ヒトゲノムを含まないノンテンプレートコントロール（NTC）
用のTEバッファーとマウスゲノムDNAのみのサンプル（Mo）である。 検出の閾値
サイクルは、NTCとMoとの間の低いCt値より2サイクル低い赤い点線で示し、対応
するサイクル数は赤で示した。 線形近似の方程式は青色で描かれ、R2値が示されて
いる。 
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図11. ヒトおよびラットの混合ゲノムDNA合計100ng中のヒトゲノムDNAの検出の
ための標準曲線 
1回の操作で2つのサンプルについてqPCRを行い、Ct値の平均をプロットした。 検
出されなかったサンプルについては、Ct値は50サイクルと仮定した。 陰性コントロ
ールサンプルは、ヒトゲノムを含まないノンテンプレートコントロール（NTC）用
のTEバッファーとラットゲノムDNAのみのサンプル（ラット）である。 赤い線
は、げっ歯類のゲノムDNAのみの試料のCt値より2サイクル下に描かれ、サイクル
数は赤で示されている。 線形近似の式（青色）とR2値をグラフの上部に表示した。 
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図12. マウス異種移植モデルにおけるヒト細胞の検出 
（a） マウス腎被膜下細胞移植におけるヒト細胞の検出 
横軸に示された数のNHDF細胞液をマウスの腎被膜下に50 μL注入し、Alu-
qPCR実験から算出した細胞数を縦軸に示す。 1回の操作で3つのサンプル
についてqPCRを実施した。 データは平均を表し、エラーバーはN=3の標準
偏差を示す。 
（b） NOD/SCIDマウスに尾静注したMSCの1日後、3日後、7日後のマウス臓器
におけるヒト細胞の検出 
1回の操作で3つのサンプルについてqPCRを実施した。 肺、腎臓、肝臓か
ら抽出されたヒトゲノムDNAの量から計算されたヒト細胞の数は、ボック
スプロット（N = 6）として示されている。 ウィスカーは最小値および最大
値を表し、水平線は中央値を表す。 N.D.は検出されないことを意味する。 
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10.表 
 
表1. Aluコンセンサスの位置特異的マトリックス 
 Dfam1.3データベース中の46 Aluサブファミリーのモデル由来コンセンサス配列の
非重複ヒットの各位置におけるA、G、T、Cの総数を示す。 
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表2. マウス、ラットまたはモルモットゲノムとのAluモデル配列中の19塩基の
100％適合配列の数 
 BLASTヒットの数は、Aluモデル配列内の各19塩基連続配列の最初の位置の下に示
される。 赤色で示される位置から開始する20塩基以上の配列は、げっ歯類のゲノム
に100％適合する複数の19塩基配列を含む。 
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 共通設計基準（げっ歯類ゲノムとの相互作用を避けるための基準） 
1) プライマーおよびプローブは特定のげっ歯類（マウス、ラット、モルモッ
トなど）ゲノム配列に対して、19塩基の部分配列を 2つ以上持たない   
2) プライマーおよびプローブの長さを 20塩基以上とする 
  
 プライマーの設計基準（プライマー同士の相互作用を避けるための基準） 
3) 5'末端または 3'末端の最初の塩基は、少なくともどちらかが Sであり、も
し最初の塩基が Sでない場合、2番目の塩基を Sとする   
4) 3'末端において Sが 3つ連続しない 
5) 3'末端で 3塩基以上の連続相補配列を含まない 
6) 5塩基以上のステムを含まない 
7) Sのみからなる 4塩基以上のステムを含まない 
  
 プローブの設計基準（プライマーとの相互作用を避けるため基準） 
8) 3'末端に 3塩基以上のステムを含まない 
9) 5塩基以上のステムを含まない 
10) Sのみからなる 4塩基以上のステムは含まない 
11) 5'末端の最初の塩基は Gでない 
 
表3. プライマー・プローブの設計基準 
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表4. フォワードおよびリバースプライマーのためのヘテロ二量体の二次構造の予測 
 プライマー名は、例えば、 「54F」および「206R」は、5’末端がAluモデル配列中
の位置54および206からそれぞれ開始する順方向および逆方向プライマーを意味す
る。 「5-3t、-5.8」は、-5.8kcal / molの自由エネルギーを有する3’末端（t）の5塩
基ステム中の3個のSを示す。 
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マウス 20 塩基 19 塩基 18 塩基   20 塩基 19 塩基 18 塩基 
101F 0 0 0  98F 0 1 0 
206R 0 0 1  188R - 7 20 
144RH 0 0 1  133FH 64 283 862 
ラット         
101F 0 1* 0 
 
98F 0 4 4 
206R 0 0 0 
 
188R - 23 41 
144RH 0 0 0 
 
133FH 0 0 2 
ギニアピッグ        
101F 0 0 0 
 
98F 0 1 0 
206R 0 0 1 
 
188R - 91 316 
144RH 0 0 1 
 
133FH 1 36 91 
表5. 本研究で使用したAluプライマーおよびプローブ（左）およびMcBrideらによ
る研究（右）におけるげっ歯類動物のゲノムに対するMegaBLAST検索の結果 
 18〜20塩基の100％の同一性ヒット数が示されている。 98Fおよび188Rの長さは
それぞれ21および19塩基であった。 他のプライマーおよびプローブの長さは20塩
基であった。 ラットゲノムに対して101Fの19塩基ヒットは、本文中に記載されて
いるように、ラットゲノムデータベースのヒトゲノム配列によるコンタミネーショ
ンに起因している可能性がある。 
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 0 塩基 1 塩基 2 塩基 
101F 88,454 272,877 402,087 
206R 72,063 247,776 428,782 
144RH 9,839 68,235 131,708 
表6. ヒトゲノムに対するAluプライマーおよびプローブのMegaBLAST検索の結果 
 最大20塩基の100％のアイデンティティヒット（0塩基）および1塩基（1塩基）お
よび2塩基（2塩基）のミスマッチのヒット数が示されている 
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